
1 9 8 d年 3卷 第 1 州

特异性玫瑰花试验检测抗麻疹细胞

免疫功能一麻疹疫苗接种前后的变化
微 生物学教研室 章鑫明 朱圣禾 严佩 J行

先天性无丙球蛋 白症儿童感染麻疹后临

床过程与正常人相似
,

而胸腺功能缺陷者麻

疹往住导致死亡
,

说明细胞免疫功能在抗麻

疹免疫中十分重要
。

目前用于体外测定抗麻

疹细胞免疫功能的方法有特异性淋巴细胞转

化试验和移动抑制试验等
,

但所 得 结 果 不

特异性玫瑰花试验是一种特异
、

敏感的

体外细胞免疫功能测定法 ( ” “ )
。

木 实 验用

麻疹抗原特异性玫瑰花试验
,

检测麻疹抗原

在休外对疫苗接种前后机体活性玫瑰花形成

细胞 ( A
一

R F C ) 的激活作用 以及激 活 率

与血清麻疹血凝抑制抗体 ( H T ) 水平的关

系
。

材 料 和 方 法

一
、

研究对象 无 自然麻疹和麻疹疫苗

接种史
、

血清 学 证 实 麻 疹 H l 抗 体 阴 性

( < 1 : 2 ) 的 8 一 2 5 月龄健康婴 幼 儿 打

例
,

接种麻疹疫苗前采 血 ( 免前组 )
,

其中

2 7例于种苗后第 21 天再次采血 ( 免后组 ) ;

以及于 1 9 7 2年初次
、

1 9 7 9年再次接种麻疹疫

苗的 9 ~ 12 岁健康儿童 2理例 ( 再免组 )
。

二
、

麻疹抗原制备 麻疹病 毒 沪 1 9] 疫

苗株 (
_

卜海生 物制况
:

研究所 提 供 ) 接 种 于

F L 细胞
,

待 75 % 以上细胞出现 典 型 病 变

时
,

收获细胞和维持浪
,

冻融三次
,

病毒滴

度为 1 0 `
T C I D

。 。

/ 0
.

1 : n l
。

将冻融细胞悬液

离心去除细胞碎片
,

上清分别经紫外线照射

1 小时 ( U V A g )
、

3 7 ℃水浴 2 小时 ( 3 7 ℃

A g ) 和 56 ℃水浴 1 小时 ( 56 ℃ A g ) 处理 作

为三种不同麻疹抗原
,

分装后低 温 保 存 备

用
。

处理的病毒抗原除 37 ℃ 八g中仍 含少 量

活病毒 ( < 1 0
`

r CI D
。 。

0/
.

1 m l) 外
,

U V A g

或 56 ℃ A g 中病毒全部灭活
。

同法处 理 未 感

染的培养细胞悬液作为对照抗原 ( C A g )
。

三
、

麻疹特异性玫瑰花试验 取外周血

以聚蔗搪一泛影葡胺 ( 比重 1
.

0 78 ) 分 离 淋

巴细胞
,

洗涤后配成 1 、 10
“

/ m l 淋巴细胞

悬液
,

分装沉 淀管
,

每管 0
.

] lIT l
,

分别加入

麻疹抗原或对照抗原 。
.

l m l
,

混匀后 37 ℃水

浴 2小时
,

再加 。
.

肠 m l 吸收小牛血清和 0
.

l m l

绵羊红细胞悬液浓度为 2 、 10
7

/ m l
,

混匀

后 37 ℃水浴 10 分钟
,

50 0 r p m 离心 5 分钟
,

弃上 清
,

留沉淀 0
.

l m !
,

加 。
.

8 % 戊 二 醛

。
.

O5 m l
, 4 ℃固定 20 分钟

,

吸出滴 于 玻 片

土铺平
,

自然干燥后染色
,

汕镜个卜数 20 0 个

淋巴细胞
,

结合 3 个或 3 个以
_

卜
.

绵羊红细胞

的淋巴细胞即为 A
一

R F C
。

四
、

血清麻渗抗休测定 以常规血凝抑

制试验法检测
。

结 果

一
、

抗原处理法及浓度的选择 为选择

合适的抗原处理月及 其 浓 度
,

将 U V 八g
、

37 ℃ A g和 5 6 ℃八 g分别作 1 : l
、

1 : 10 和

1 : 5 。稀释
,

三种不 同浓度 抗原与同一个体

淋巴细胞共孵作为试验管
,

另 设 C A g作 为

对照管
。

12 例助血员淋巴细胞的各试验管和

对照管的平均 A
一

R F C % 见 表 ]
。

三 种 不
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三
、

、
一

议 1
’

C 激活 率赞其与血清杭休的

关系 以激活率 ( 激活率
=

试验管 A
一

R F C % 一
对照管 A

一

R F C %

对照管 A
一

R F C %

x 1 0 0 % ) 表示麻疹抗原对受试者 A
一

R F C的

激活作用
,

表 3 中见 各组受试者 的 A
一

R F C

平均激活率不 同
:

免后组 A
一

R F C 平均激活

率最高
,

U V A g 和 37 ℃ A g分别为 4 6
.

5 % 和

3 3
.

5 % ; 再免组次之
.

U V A g 和 3 7 ℃ A g 分

别为 2 7
.

8 % 和 23
.

9 % ; U V A g 对 免 前 组

八
一

R F C未现激活作用
,

而 37 ℃ A g对免前组

八
一

R F C 不仅未能激活
,

反有抑制作用
,

其

平均激活率为
一 1 9

.

搜%
。

冲̀片̀J性j三,ó弓̀

同浓度的日 V 入鹭 古 盯
`

(
`

人` : 」

飞吟 育 的平均

八
一

尺 F C % 均 较对照 管的 22
.

5 士 飞2
.

7 有所

增高
,

其中以 U V A g l : 10 抗原管 ( 30
.

0 士

1 5
.

5 ) 不!13 7 ℃ A g l : 1 0宁允原管 ( 3 2
.

2 士 1 2
.

9 )

增高最为明 显
。

邓 ℃ A g 试验管 的 平 均 A
-

R F C %
,

除 I
:

10 抗原管稍有增 高 外
,

与

对照管差别不大
。

根据试验结果
,

我们选择

里 : 10 稀释的 I
一

下V 八只 和 3 7 ℃ A g 作为试验用

抗原
。

表 1 各管平均 A
一

R F C 百分率

平 吮 八
一

R F C拓

例数 杭 原

1 : 1 1 : 1 0 1 : 5 0

1 2 U V A g 2 6
.

0士 14
.

6 3 0
.

0士 1 5
.

5 2 9
.

了士 1了
.

3

3 7℃ A 9 2 5
,

l 士 1 2
.

0 3 2
.

3士 12
,

9 2 8
.

0士 15 6

5 6 ℃ A g 2 2
,

8 士 14
.

9 2 6
.

2 士 14
.

9 2 2
.

3士 11
.

4

( : A g 2 2
.

5士 12
.

7

二
、

抗原对不 同免疫史机体 A
一

R F C %

的影响 杭原对三组不 同免 疫 史 机 体 A
-

R F C % 的影响见表 2
。

免前组 47 例婴幼儿淋

巴细胞经麻疹抗原作用后
,

U V 人 g和 37 ℃ A g

试验管平均 八
一

R F C % 分别 为 29
.

9 士论
.

0

和 27
.

7 士 1 1
.

2 ,

与对照管 30
.

1士 9
.

6无 明 显

差异 ( P > 0
.

05 )
。

免后组 27 例 婴 幼 儿的

U V A g 和 3 7 ℃人 g 试验 管 平 均 A
一

R F C %

分别为 3 5
.

9 士 1 1
.

透和 3 4
.

1 士 1 0
.

9 ,

对照管为

2 7
.

8 士 1 1
.

1 ,

两者相比
,

试验管较对照管平均

增长分别为 2 9
.

1% 和 2 2
.

7 %
,

有显著性差异

( P < 0
.

肠 )
。

再免组 2 4 例儿童的 U V A g

和 37 ℃ A g 试 验管平均 八
一

R F C %分 另11为

4 7
.

5 士 1 0
.

3和 4 6
.

8 士 1 0
.

5 ,

对照管为 3 9
.

4 土

9
.

3
,

前者较对照管平 土勺增长分别为 2 0
.

6 % 和

1 8
.

8 %
,

亦有显著性差 异 ( P < 0
.

肠 )
。

表 2 各组 平均 A
一

R F C 百分率

组 别 例 教 U V A g 37 ℃ A g C A g

免前组 4了 29
.

9士 r 2
.

0 2 7
.

了士 ] x
.

2 3 0
.

1土马 6

免后组 2 7 3 5
.

习士 1 1
.

4 3 4
.

1士 1 0
.

9 2 7
.

8士 1 1
.

1

再免组 2 4 4了
.

5士 1 0
.

3 46
.

8土 1 0
.

5 3 9
.

4士 9
.

3

表 3 各组 A
一

R F C平均激活 率

平 吻 激 活 尘 %

3了 ,C A g

免前组

免后组

再免组

U V A g

一 2
.

4

4 6

2 7

一 1 9
.

4

3 3
.

5

2 3
.

9

以样本均数 99 %可信限计算
,

本实验免

后组和再免组平均激活率的99 %可信限下限

在 8
.

2 %
,

而免前组的上限在 7
.

2 %
,

因此
,

本次实验以激活率 ) 8 %判为 阳性
。

根据该

标准
,

免后
、

再免
、

和免前组受试者阳性激

活率分另lJ为 6 6
.

7 %
、

6 6
.

7 %和 2 9
.

8 %
,

免后

组和再免组明显高于免前组
。

27 例婴幼儿麻疹疫苗接种前后 八
一

R F C

激活率变化见图 ]
,

两种抗原对 午 R F C 的

激活率
,

免疫后除 4 例较免疫前所下降外
,

其余 23 例 ( 8 5
.

2 % ) 均较免疫前有不同程度

增高
,

27 例婴幼儿 A
一

R F C平均激活率从免

疫前 一 J
.

5 % ( U V A g ) 和 一 2 1
.

4 % ( 3 7 oC

A g ) 分别增至 4 6
.

5 %和 3 3
.

5 %
。

图 2 示 U v A g 对免后组和再免 组 各例

A
一

R F C 激活率及其 与血清 H l 抗体滴度 的

关系
,

表明其 A
一

R F C 激活率与抗体滴度间

无明显相关性 ( P > 0
.

05 )
。

免后组各例的

抗体滴度均有增高
,

从 < 1 : 2 升至 王 : 2
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图 1 抗原对 27 例婴幼儿免疫前后 A
一

R F C 的激活率

~ 1 : 6 4 ( G M T 2 3
.

s )
。

A
一

R l犷C激活率在

免疫后未上升的 4 例
,

抗体滴度则有明显增

高
。

再免 组 抗 体 滴 度 在 1 : 2 ~ 1 : 32

( G M T 1 2
.

0 )
,

与 A
一

R F C 激活率间也无

显著相关性
。

37 ℃ A g 试验结果与 U V A g 相

似
。

免 后 组 再九 组

巴细胞在体外经麻疹 抗 原 作 用 后 形 成 的

A
一

R F C %
,

其试验管比对照管显著 增 多
,

而无 自然麻疹和免疫史者的淋巴细胞经抗原

作用后的 A
一

R F C % 与对照管无明显差异
,

提示麻疹抗原可特异性地激活有免疫力机体

的淋巴细胞
,

使其形成 A
一

R F C 能力增强
。

F e l s b u r g 等曾用结核菌素纯蛋 白 衍生物和

土拉伦菌素两种抗原
,

与皮试阳性或阴性者

淋巴细胞共孵后
,

皮试阳性者淋巴细胞形成

的 A
一

R F C % 在试验管比对照管显著增高
,

而皮试阴性者则否 ( ’ )
。

麻疹抗原对不 同免疫史者 A
一

R F C 的激

活作用不 同
,

免后组 A
一

R F C 的平均激活率

较再免组为高
,

可能因前者为麻疹近期免疫

者
,

而再免组的免疫史较长
。

U V A g对免前

组 A
一

R F C 无明显激活作用
,

37 ℃ A g 对其

不 仅未能激活
,

反现抑制
,

可能由于抗原残

存活病毒作用所致
。

G al
a m a

等体外 测定淋

巴细胞的细胞毒作用和 Ig M合成能力
,

发现

早期加入麻疹病毒对淋巴细胞细胞毒作用和

Ig M 合成均有抑制作用
,

而晚期加入病毒则

无
,

因此认为麻疹病毒只能抑 制淋巴细胞免

疫功能的建立
,

而对 巳建立的免疫功能无 明

显抑制作用 ( “

味 似可解释在实验中 37 ℃ A g

对免前组 A
一

R F C 的抑制现象
,

而对其他两

组作用不显著
。

本实验 中麻疹抗原对多数有麻疹疫苗接

利,
史者 A

一
R F C有激活作用

,

但各例 A
一

R F C

激活率与其血清 H l 抗体滴度间无显著相关

性
。

G al l a g h e r
等测定麻疹感染或庚苗接种

者的麻疹特异性淋巴细胞转化反 应 及 其 与

H l 抗体滴度的关系
,

发现 80 ~ 9 0 % 抗体阳性

者
,

其淋巴细胞受麻疹抗原刺激后发生转化
,

但转化率与抗体水平无相关性 ( ` )
。

B
c

ar 等用

麻疹抗原进 J]’ 自细胞移动抑制试验测定 2,1 例

婴幼儿麻疹疫苗接种前和接种后 4 周 的细胞

免疫水平
,

也发现其与抗体滴度 无 关 ( “ ,
。

实验显示抗原对 A
一

R F C 的激活作用与

抗原处理有关
, 5 6 ℃八 g对解 尺F C的激活不

n叼
000玩坎10名

60切即。
激率活ǎ万à

八叨八VO2斗
户匕-一-

:1 年 l 场 七阵 f 斗
’

f场
’

f 醉

麻 疹 抗 休 滴 度

图 2 U v A g刘 A
一

R F C的激活率与麻疹血凝抑

制抗休滴度的关系

讨 论

木实验结果丧明
,

有麻疹免疫史者的淋
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明显
,

可能因其在加热处理中抗原性受影响

所致
; U V A g激活作用明显

,

提示其抗原性

较强
。

用台盼蓝染色证明加抗原孵育后淋巴

细胞存活率与未加抗原孵育前无甚支化
,

表

明抗原短期处理并不影响淋巴细胞的存活
。

A g b a t a 发 现特异性抗原在体外刺激有

相应免疫力机体的 T淋 巴细胞后
,

能使 其产

生玫瑰花激活 因 子
,

因 而 使 A
一

R F C % 增

高 ( “ )
。

K u b o t a 也证实抗原与淋巴细胞共孵

两小时后
,

上清 中即能检出玫瑰花激活因子
,

该因子主要激活 T 淋巴细胞
,

尤其作用 于活

性玫瑰花的形成
,

而对总玫瑰 花 影 响 不 明

显 〔 7 》 。

也有认为试验管 A
一

R F C % 增 高 可

能与淋巴细胞表面超微结构改变 有 关 (“ )
。

至于麻疹抗原对淋 巴细胞激活的机制尚待进

一步探讨
。
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戈紧接 第 25 页 ) 在应用等量 5
一

F U后
,

腹

腔注射组小鼠平均大肠肿瘤数 及 8 c m 肠 段

重量与对照无 显 著 差 异 ( P > 。
.

0 5 )
,

而

直肠给药组则该两项指标均显著 低 于 对 照

(P < 0
.

0 1 )
。

提示经直肠给 5 一
F U 可能在大

肠肿瘤组织内达到较高浓度
。

直肠给药的两组 30 只小鼠给药期间有 1

只死亡 ( 1 / 30 只 )
,

腹腔给药组 13 只小鼠

给药期间死亡 3 只 ( 3 / 1 3 只 )
。

虽然本实

验腹腔给药组小鼠死亡率似高于 直 肠 给 药

组
,

但由于样本数较少
,

其确切 含义尚待进

一步实验阐明
。
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